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1　研 究の成果　　(1000字程度)
(図表も含めて分かりやすく記入のこと)
　 本研究では、真核生物のモデル生物として出芽酵母(Saccharomyoes cerevisiae)を用い、
LC／MSを用 いた逆遺伝学的な手法によ りRNA修飾の生合成に関わる遺伝子の同定を目指 した。
ま ず 出 芽 酵 母 の 全 遺 伝 子 の 内 、 出 芽 酵 母 と同 様 なRNA修 飾 を 有 す る 分 裂 酵 母
(Schizosaccharomyces pombe)と相同性のあるものを抽出 し(3,482遺伝子)、その中で非必須
遺伝子を抽 出した(2,154遺伝子)。さらにORFの遺伝子産物の機能が未知な分類に属する351
遺伝子を最初の解析対象とした。遺伝子破壊株よ りRNAを抽出 し全ヌクレオシ ドのLC／MS解
析によ り、RNA修飾の有無を観測 した(リボヌクレオーム解析)。この方法の利点は、遺伝子破
壊株の網羅的な解析が可能であ り、またRNA修 飾の基質や生合成機構が不明でもRNA修 飾に
関与す る遺伝子の同定が可能な点である。また、修飾中間体の解析か ら修飾の順序や生合成機構
を類推することもできる。
　　 現在 までの研究の結果、2メ チルグアノシン(m2G)、5メトキシカルボニルメチル2チ オウ
リジン(mcm5s2U)、5メトキシカルポニルメチルウリジン(mcm5U)、ワイブ トシン(yW)、3メチ
ルシチジン(m3C)の欠失 した遺伝子破壊株を合計12株発見 し、12の新規RNA修 飾遺伝子 を
同定することができた。この うち、yWに関 しては、新規遺伝子 を4つ 同定 し(TYW1,2,3,4)、そ
の複雑な反応経路を解明 した。TYW1は、その配列の中に保存性の高い鉄硫黄クラスターの結合モ
チーフがあり、鉄硫黄クラスターの生合成を阻害するとyWが 欠損することから、yWの生合成には鉄
硫黄クラスターの形成が必須であることが明らかとなった。また、TYW2、TYW3、TYW4の組換えタン
パク質を用いS-adenosyl methionine(Ado-Met)を基質として、試験管内でyW生 合成反応系を構
築した。その結果TYW2はyw-187→yw-86、TYW3はyW-86→yW-72、TYW4は
yW-72→(yW-58)→yWの反応をそれぞれ触媒することが判 明した。したがって、TYW2，3，4を用いれ
ばyW-187からyWまでの再構成が可能である。Ado-Metはメチル基の供与体であり、実際、
TRM5、TYW3、TYW4が関与する反応においては、メチル化の基質として使われている。ところが興
味深いことに、TYW2が関与する反応においてはAdo-Metのメチル基ではなく、アミノカルボキシプロ
ピル基をyW-187に転移することが明らかとなった。この反応はAdo-Metを基質とするメチル化反応と
は全く異なる新しいタイプの反応である。
図 ：yW生合成経路
　真核生物に見られるyWを含むY塩 基は、HIVを含む疾患への関与が示唆されており、本研究の成
果がこれら疾患の原因解明や治療法開拓へ寄与するところは大きく、最終的にはヒトの修飾酵素の機
能解明から、機能性RNAの質的変化に起因する疾患の探索と機構解明に大きな貢献が期待できる。


